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ESIUDOS ULTRAESTRUTURAIS DE EMERTAO DE Biomphalaria glabrata (SAY,1818)%

Olivia Kimiko Kikuchi, Kayo Okazaki, Toshie Kawanol e Alberto Augusto
Gongalves de Freitas Castro Ribeiro?

RESUMO

Os estudos ultraestruturais de embrices de Biomphalaria glabrata
(Mollusca: Gastropoda), um importante caramujo vetor da esquistossomose
nao tem sido explorados. No presente trabalho foi avaliada a tecnica
mais adequada _para o processanmento dos embrices para a mcrosoopla ele-
tronica. A tecnica que fomeceu resultados bastante promissores fol a
fixagao dupla em glutaraldeido 1% mais tetmx;do de smio 1% em tampdo
cacodilato 0,05 M (pH 7,4) a 49 C, pre—contraste em acetato ce uranila
1% durante uma noite e a enbeblgao tanto em resina EPON coro Polylite
sob vacuo. Foram utilizados erbrioces no estadio de trocofora joven que
se caracteriza pela intensa organogenese. Alguns aspectos da ultz*aestm
tura de celulas embrionarias de B. glabrata sao apresentados.

ULTRASTRUCTURAL STUDIES OF Biomphalaria glabrata (SAY,1818) EMBRYO

ABSTRACT

Ultrastructural studies of Biorphalaria glabrata embryos (‘lollus -
ca: Gastropoda), an important snail vector of schistosomiasis has not
been explored. In the present work it was evaluated a suitable electron
microscopical technique for embryos processing. Promising results was
obtained with double fixation in 1% glutaraldehyde plus 1% osmium tetro
xide in 0.05 M cacodylate buffer (pH 7.4), preliminary staining over =
night in 1% uranyl acetate and embecding in EPON or Pol,ulte uncer vacu
um. It was used embryos at yasg troctophcre stage wich is characteri=

zed by active organogenesis. Some ultr'astructural aspects of B. glabra-
1a embryos cells are presented.

INTRODUGAO E OBJETIVO

Entre as nove espécies brasileiras conhecidas de caramujos de agua
doce do genero Biomphalaria, a Biomphalaria glabrata figura como wn im~

(*). Trabalho apresentado na XL Reunido Anual ca SBPC, realizada em So
Paulo no pemodo de 10 a 16 de julho de 1988,

(1), LEZEP - Instituto Butantan R

(2). Depto. de Biologia do Instituto de Biociencias ~ USP
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portante vetor da esquistossomose no Brasil, juntamente com as outras e_s'_
pecies, B. tenagophila e B. straminea. Os estudos intensos em torno des-
ses caramujos se devem ao fato de ainda nao se saber por que scmente al-

gumas especies sao hospedeiras potenciais do Schistosama manconi. .a ten

tativa de desvendar esse problema, surgiram cos mais diverscs estucos a =
brangendo os aspectos biologicos, epidemiologicos, comportancntais, eco-
16gicos, embriologicos, citogenéticos etc. im 1956, Luis Rey(w) relatou
como uma das solugdes para combater a esquistossamose no nossc pals, ©
melhoramento do saneamento basico e da qualicade ce vida da populagao ,
que segundo ele ndo seria possivel de se realizar na época. Passados Mais
de trinta anos, essas providencias ainda nao foram tomadas e continua-se
tentando combater o molusco transmissor da doenga que afeta cerca de 200
milhoes de pessoas em mais de 70 paises(s). A descoberta de um moluscici
da eficiente depende evidentemente do conhecimento que se tem da biolo -
gia desses caramujos. Varias tentativas tem sido feitas utilizando -se,
por exemplo, diversos produtos quimicos com agao moluscicida, embora os
resultados obtidos sejam pouco promissores. A possibilidade de utiliza-
gao da radiagao ionizante camo uma ferramenta para o controle biologico
de B. glabrata foi levantada por Perlowagora-Szumlewicz e Ber'x'y(g). In -
tretanto, sdo necessarias investigacoes mais acuradas, se levarmos em
consideragdo o modo de reproducdo desses animais que sdo- hermafroditas,
podendo garantir a produgao de uma geracao mesmo restando somente un e-
xemplar isolado. Além disso, sao resistentes as grandes oscilagoes am -
bientais. Okazaki e Kawano(7’8) constataram waa radiossensibilidade rela
tivamente alta dos embrices de B. glabrata, quando submetidos a agao da
radiagao gama de Cobalto-60. A intensidade do dano da radiagao foi de
pendente da idade do embrido no momento da irradiacdo e da dose aplica -
da.

Os estudos ultraestruturais de ovos e embrices de moluscos sao pou-

co explorados. Podemos mencionar no entanto, os trabalhos de Elbers (3)

em Lirmmaea stagnalis e de Dohmen e L.ok(Z)

em Crepidula fornicata. Quanto
a B. glabrata, somente a sua gametogenese e connecida ultraestrutural -
5 5)

b,
mente .

0 desenvolvimento embrionario de B. glabrata e relativamente curto,
de cerca de uma semana e foi analisado mais detalnadamente scmente em

1970 por Camey e Verdonk'!?, 0s estidios embriondrios canpreendem fases
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de primeira clivagem do ovo, blastula, gastrula, trocofora jovem, troco
fora e veliger. A trocofora jovem representa o primeiro estadio larval e
€ caracterizada pelo inicio da movimentagao do embriao dentro da capsu-
la do ovo, gragas a presenga de celulas ciliadas do prototroco. £ nesse
estadio de desenvolvimento que ocorre a intensa organogenese.

0 enfoque do nosso estudo consiste na analise ao nivel ultreestru-
tural dos possiveis efeitos biologicos causados pela radiagao ionizante
sobre embrices de caramujo Biomphalaria glabrata. O presente trabalho
compreende portanto, a etapa preliminar do estudo, que consiste em esta

belecer a técnica mais adequada para a preparagao do material biologico
para a microscopia eletronica. Somente apos o estabelecimento da técni-
ca e o conhecimento profundo da ultraestrutura do embrido normal e que
sera possivel realizar testes utilizando a radiagao.

MATERIAL E METODOS

Desovas de Biamphalaria glabrata foram coletadas de uma criagao de
caramujos mantida ha varios anos em condigoes de laboratorio. Cada deso

va contém varios embrides que sdo envoltos individualmente por uma cap-
sula de ovo que mede cerca de 1 mn de diametro maior. Os embrices no es
tadio de trocofora jovem (com 48 - 54 horas apos a primeira clivagem do
ovo, a 259 C) foram selecionados e decapsulados sob um estereomicrosco-
pio em uma solugao de glutaraldeido 1% em tampdo cacodilato 0,05 M (pH
T,4).

Foi feito um teste com pré e pos-fixagao em glutaraldeido 1% (2 ho
ras), seguido de tetroxido de osmio 1% (40 minutos), em tampdo cacodila
to, a 49 C e outro com fixagao dupla em glutaraldeido 1% mais tetroxido
de Gsmio 1% no mesmo tampao a 49 C, durante 2 horas. Apds varias lava -
gens em tampdo cacodilato, os embrides ou foram diretamente desidrata -
dos em serie alcoolica ou imersos em uma solugao de acetato de uranila
1% por uma noite a 49 C, para serem submetidos posteriormente a desidra
tagao.

Dois tipos de resina para a emblocagem do material foram utiliza -
dos: LPON 812 e Polylite 8001. A embebigdo dos embrices foi feita grada

tivamente em resina pura diluida em oxido de propileno ou acetona. A e-
tapa final da etebigao, em resina pura, ocorreu em condigoes ambientais



ou

ou sob vacuo.

0 material foi finalmente emblocado em capsula de gelatina, sendo
colocado samente um embrido por capsula. A polimerizagdo da resina foi
feita a 652 C, durante 3 a 4 dias. Foi utilizado um Pyramitame LK para
a trimagem dos blocos e os cortes ultrafinos foram obtidos em um ultra-
microtomo LKB.

Os cortes foram contrastados cam acetato de uranila e/ou citrato '
de chumbo. As observagoes foram realizadas em um Microscopio Eletronico
Carl Zeiss M 3S ou Siemens Clmiskop IA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica que apresentou uma melhor preservagao da ultraestrutura
celular do embriao de Biomphalaria glabrata foi a fixagdo dupla em glu
taraldeido 1% mais tetroxido de osmio 1% em tampdo cacodilato 0,05 (pii

7,4), pré-contraste em acetato de uranila 1% durante uma noite a 49 C e
a embebigdo em resina pura sob vacuo.

A Figura 1 apresenta o aspecto geral da regido periférica do em -
brido no estadio de trocofora jovem. Observa-se que as celulas apresen-
tam um nicleo relativamente grande com um nucléolo evidente, varias mi-
tocondrias cam nimero relativamente pequeno de cristas, citoplasma re-
Pleto de polissomos livres e pobre em reticulo endoplasmatico rugoso.

A Figura 2 mostra as celulas ciliadas o prototrco que dara ori -
gem ao futuro orgao de locamogdo do caramujo adulto. Pode-se  observar
varios cilios cortados tanto longitudinalmente como transversalmente e
alguns implantados na membrana plasmatica.

Frequentemente foram observadas varias células apresentando uma
quantidade relativamente grande de granulos de vitelo em diferentes es~
té%ic;s de maturagio, como pode ser observado na Figura 3.Jong-irinx et
al

goso podem estar enwolvidos na formagao do vitelo pela produgdo de pe -

sugeriram que o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmitico ru-

quenas vesiculas contendo material vetelinico,em odcitos de Biampia -
ria glabrata. Constataram que o conteudo dos granulos consiste de pro -
teinas, fon ferrico, fosfolipideos e/ou lipoproteinas, RiA, fosfatase 4
cida e esterase, Em Limnaea stagnalis, granulos de vitelo foram observe

(1) ¢ em emorides no estddio de quatro células'®,

dos em oocitos



Figura 1. Aspecto geral da ultraestrutura da regido periferica do em -
brido de Biomphalaria glabrata, no estagio de trocofora jo -
vem., N = nicleo; iu = nucleolo; M = mitocondria; p = polis -
somos. 7.200 x.
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Figura 2. Eletronmicrografia das c€lulas ciliadas do prototroco, C1 =
cilios cortados longitudinalmente; Ct = cllios cortados trens-
versalmente; Ci = cilios implantados na membrana plasmatica ;

M = mitocondria; G = complexo de Golgi; RER = reticulo endo -

plasmatico rugoso; p = polissomos; v = vesiculas. 18.800 x.
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E interessante notar na Figura 4, a preserca de um feixe de micro-
tibulos conectando celulas adjacentes. Na mesma figure, pode-se verifi-
car varios ribossomos associados a membrana exterma do envoltorio nu-
clear, polissomos, mitocondrias e pequenas vesiculas esparsos no cito -
plasma e a ocorrencia de corpo multivesicular.
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